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RESUMEN 

Con la finalidad de identificar y seleccionar aislamientos nativos de 

Metarhizium sp para el control de la chinche negra del cacao (Antiteuchus tripterus) 

en Tabasco, México, se aislaron cinco cepas fúngicas las cuales se caracterizaron 

conforme a variables morfológicas, moleculares fisiológicas y patogénicas. El 

crecimiento micelial, la germinación y la producción de conidios en medio SDA se 

evaluaron a 25, 30 y 35. Además, se evaluó la producción de conidios en arroz a 25 

ºC. Los aislamientos se edificaron como M. brunneum, Todos los aislamientos de 

M. Brunneum mostraron variabilidad intraespecífica en cuanto a desarrollo micelial, 

velocidad de germinación, producción conidial y patogenicidad. Hubo diferencias en 

(P < 0.0085) en el crecimiento micelial a 25°C. No hubo crecimiento micelial a 35°C.  

El rango de temperatura favorable para los aislamientos nativos de M.  brunneum 

fue de 25-30°C. Por otro lado, hubo diferencias significativas en la producción de 

conidios en arroz (P < 0.0004). El tiempo requerido para la germinación del 50% de 

conidios (TG50) varió de 7.8 a 21.9 h, el TG90 varió de 9.5 a 27.7 h. los cinco 

aislamientos fúngicos evaluados mostraron efectividad patogénica sobre A. tripterus 

la cual oscilo entre 72 a 96%. Con base a las características evaluadas, los 

aislamientos más promisorios como agentes de control de A. tripterus fueron 

TCCH5 y TCCH9. Este trabajo reporta a M. brunneum como el causante de la 

muscardina verde de A. tripterus en Tabasco, México. La variabilidad intraespecífica 

en las características evaluadas muestra la importancia de la caracterización de 

aislamientos nativos; además, revela el potencial de M. brunneum para el desarrollo 

de bioinsecticidas contra A. tripterus.
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I. INTRODUCCIÓN 
 

La especie Theobroma cacao L. (1753) fue registrada por primera vez en la 

Amazonia y se ha cultivado por más de 5,000 años en varias regiones del mundo 

(Jara 2022). Esta especie pertenece a la familia Malvaceae y el género Theobroma 

posee 22 especies descritas, ubicadas principalmente en Sudamérica y partes de 

Centroamérica (CAAFF 2021). Las únicas especies que se distribuyen 

naturalmente hasta México son T. cacao L y T. bicolor Humb. & Bonpl (CAAFF 

2021). En este país, T. cacao se cultiva en los estados de Oaxaca, Chiapas, 

Guerrero, Veracruz y Tabasco, siendo esta última entidad la que mayor participación 

tiene en la producción (Niembro et al. 2010). De acuerdo con Avendaño (2021) el 

estado de Tabasco cuenta con una superficie cultivada de 40,913.26 ha, que 

representan el 68.59%, con una producción de 18,297.53 por año, posicionando a 

esta entidad federativa en primer lugar en producción. De acuerdo con SAGARPA 

(2017) se pronostica el aumento en la demanda en los próximos años; no obstante, 

las limitaciones ocasionadas por las enfermedades y plagas hacia este cultivo 

ponen en riesgo la producción.  

 

En México, diversas especies de insectos se han reportado atacando a T. 

cacao, reduciendo la calidad y rendimiento de la producción. Entre los insectos 

reportados se encuentran: la cochinilla rosada del hibisco (Maconellicoccus hirsutus 

Green, 1908) (Hemíptera: Pseudococcidae) (Torres de la Cruz et al. 2019), el 

salivazo (Clastoptera laenata Fowler 1898) (Hemíptera: Cercopidae) (Gerónimo-

López et al. 2013), la mosca blanca (Lecanoideus floccissimus Martin 1997) 

(Hemíptera: Aleyrodidae) (Cortez-Madrigal et al. 2008), el gusano lagarta 

(Hemeroblema mexicana Guenée, 1852) (Lepidóptera: Noctuidae), el trips de banda 

roja (Selenothrips rubrocinctus Giard 1901) (Thysanoptera: Thripidae), el pulgón 

negro (Toxoptera aurantii Boyer de Fonscolombe 1841) (Hemíptera: Aphididae) y el 

barrenador (Xyleborus vulvulus Fabricius 1775) (Coleóptera: Curculionidae) 

(Sánchez-Soto y Cortez-Madrigal 2000).  
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Recientemente, en plantaciones de cacao de Tabasco, México, se ha 

reportado a la chinche negra del cacao (Antiteuchus tripterus Fabricius 1787) 

(Hemíptera: Pentatomidae) y con ello se dio la oportunidad para estudiar la 

fluctuación poblacional en una plantación de cacao del municipio de Teapa (datos 

no publicados). Esta especie ha sido señalada como una plaga importante del cacao 

en países del Caribe y de América del Sur (p. ej. Perú, Ecuador, Colombia) (Reyes 

y Capriles 2000). El insecto A. tripterus ataca los pedúnculos y la base de los frutos 

donde succiona savia e inyecta toxinas, ocasionando la marchitez y muerte de los 

chilillos. En frutos desarrollados, la chinche ocasiona lesiones poco profundas que 

pueden extenderse desde el pedúnculo hacia el ápice del fruto; donde las lesiones 

pueden ser sitio de entrada de hongos patógenos. Además, se ha reportado que 

esta especie actúa como vector mecánico de la moniliasis del cacao (Gómez y 

Ramos 2005).  

 

A pesar de la importancia de A. tripterus como plaga de T. cacao, la 

información sobre esta especie es escasa; sin embargo, esta especie representa 

una amenaza para la producción local. El control químico de A. tripterus puede 

reducir significativamente las poblaciones de este insecto; sin embargo, el uso de 

insecticidas sintéticos puede ocasionar resistencia (Tamayo et al. 2008); además, 

estos productos tienen efecto residual, no son selectivos y son tóxicos para el 

hombre y animales domésticos. En la búsqueda de estrategias de control más 

amigables con el ambiente, el control biológico representa una alternativa viable. Al 

respecto, Salas (1984) reportó que el parasitoide Phanuropsis semiflaviventris 

(Hymenoptera: Scelonidae) mostró un efecto superior al 80% en el control de A. 

tripterus en Venezuela. Por otro lado, Sánchez et al. (2008), reportó la efectividad 

de los hongos entomopatógenos Metarhizium anisopliae, Beauveria bassiana y 

Paecilomyces lilacinus, sobre A. tripterus en Colombia. A pesar de la presencia de 

A. tripterus en plantaciones de cacao en México, no existe un estudio que permita 

una alternativa de control con hongos entomopatógenos nativos; por lo cual, en el 

presente trabajo se realizará la búsqueda y caracterización de hongos 

entomopatógenos, para el control de A. tripterus en Tabasco, México. 
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II. ANTECEDENTES 
 

2.1. Origen e importancia de Theobroma cacao 
 

La especie T. cacao es originaria de la cuenca del rio Amazonas, entre los 

países de: Ecuador, Perú, Colombia y Brasil. Esta especie es la más explotada 

comercialmente en el género Theobroma  (Portillo et al. 2006). El cultivo del cacao 

es de relevante importancia socioeconómica en Centro América, Sudamérica y el 

Caribe, debido a la importancia de su materia prima en la exportación (Sánchez et 

al. 2019). Se han desarrollado numerosas empresas exitosas basadas en los 

subproductos obtenidos a partir de las semillas, siendo el chocolate el producto más 

conocido (Imán 2019).  

 

2.2. Taxonomía de Theobroma cacao 
 

El nombre científico T. cacao fue acuñado en 1758 por el botánico sueco 

Carlos Linneo. en griego, el nombre Theobroma se traduce como “alimento de los 

dioses” (Imán 2019). Debido a sus características morfológicas y anatómicas, tres 

variedades genéticas se han delimitado: T. cacao subsp. Criollo, T. cacao subsp. 

Sphaerocarpum y la variedad de cacao trinitario (Ricaño 2018). Por otro lado, de 

acuerdo con Mendoza-López et al. (2018) el T. cacao se clasifica como sigue: 

 

Reino: Plantae  

        División: Magnoliophyta 

                      Clase: Magnoliopsida  

    Orden: Malvales 
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                                                Familia: Malvaceae 

    Subfamilia: Byttnerioideae 

                       Género: Theobroma 

                                Especie: T. cacao L     

  

2.3. Morfología de Theobroma cacao  
 

T. cacao es un árbol semicaducifolio de corteza oscura con ramas color café, 

(Armijos 2020) (Figura 1). La base del tronco es recta y se puede desarrollar en 

formas muy variadas (Palomeque 2022). Presenta hojas coriáceas simples, 7—

10(—14) cm de ancho y 17—48(—60) cm de largo, enteras, angostamente ovadas, 

Alternas y glabras, ligeramente asimétricas (Dostert et al. 2012).  
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Figura 1. Árbol de Theobroma cacao. 

 

El cacao es caulífero, con flores que crecen en el tronco principal y ramas. 

Cada cojín floral contiene flores en distintas fases del desarrollo (Nienemak 2009). 

Las Flores son pediceladas, hermafroditas con cinco sépalos, cinco pétalos, cinco 

estambres, cinco estaminoides y un ovario penta carpelar súpero. Estas flores son 

hermafroditas, actinomorfas, pentámeras de (5—)10— 20 mm de diámetro; el 

pedúnculo floral es de 1—3 cm de largo (Quintos, 2019; Dostert et al. 2012). La 

floración del cacao suele ser abundante, con hasta 120.000 flores por árbol cada 

año (Nienemak 2009). También presenta sépalos blancos, rosas claros o verdosos, 

con medidas de 5—8 mm de largo y 1.5—2 mm de ancho (Dostert et al. 2012). El 

fruto (Figura 2) es una baya de 10 a 32 cm, liso, a veces corrugado. La forma de los 

frutos puede ser amelonada y hasta fusiforme (Quintos 2019). Las semillas son 

café-rojizas, ovadas, ligeramente comprimidas, con medidas de 20, 30 y hasta 50 

mm de largo, de 12 a 16 mm de ancho y 7 a 12 mm de grosor (Armijos 2020). Las 
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semillas se disponen en cinco filas en el fruto, el número de semillas en el fruto suele 

oscilar entre 20 y 50 (Nienemak 2009). El sistema radical se forma de una raíz 

principal que en circunstancias logran penetrar hasta 1 m de profundidad, 

favoreciendo la toma de los nutrientes y un gran alcance del sistema superficial de 

las raíces que se encuentran a unos 15 cm. de profundidad (Mejía et. al. 2017). 

Figura 2. Frutos de Theobroma cacao en diferentes fases de desarrollo.  

 

2.4. Producción de cacao en México 
 

El cultivo del cacao se originó en México y actualmente presenta una gran 

importancia cultural y económica (SAGARPA 2017). De acuerdo con CEDRSSA 

(2020), México ocupa el decimotercer lugar en producción a nivel mundial, en este 

país, se cultivan 52,499 ha, en beneficio de 41,000 familias, y los estados de 

Chiapas y Tabasco concentran la mayor producción nacional (SIAP 2022). Este 

producto tiene un consumo per cápita de 0.5 kg en México, (SAGARPA 2017). En 

el Estado de Tabasco, Los municipios que se dedican al cultivo de cacao son: 

Cunduacán, Huimanguillo, Comalcalco y Cárdenas, (CEDRSSA 2020).  
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2.5. Plagas insectiles del cacao en México 
 

2.5.1. Broca (Xuleborus spp.). En estado adulto, la broca es de color café a 

rojo pardo, de 2 a 3 mm de largo (Mosquera, 2020). El daño se atribuye a las 

hembras quienes barrenan el cuello de los árboles de cacao y las ramas haciendo 

túneles ramificados, donde cultivan hongos que le sirven de alimento (Chicas et al. 

2019). 

2.5.2. Cochinilla rosada (Maconellicoccus hirsutus). La cochinilla rosada del 

hibisco (CRH) es una plaga polífaga de importancia económica responsable de 

causar daños en hojas, flores, frutos y brotes de T. cacao (Torres de la Cruz et al. 

2020; Cermeli et al., 2002).  

2.5.3. Mosca blanca (Lecanoideus floccissimus). La mosca blanca adulta 

posee una coloración amarillo pálido, con una apariencia blanca debido a la 

secreción de un polvo seroso (Caro-López 2017). Esta especie puede causar daños 

directos e indirectos. Esta especie puede causar daños directos al succionar la savia 

de la planta; sin embargo, puede causar daños indirectos debido a las excreciones 

de mielecillas que provocan el crecimiento de hongos del género capnodium, 

causando “Fumagina. Esta puede causar caída prematura de hojas, y en 

infestaciones fuertes, matar la planta (Cortez et al. 2008). 

2.5.4. Hormiga arriera (Atta spp.). La hormiga arriera es de cabeza y 

mandíbula grande, de color pardo-rojizo. Son insectos cortadores muy activos y 

pueden defoliar de forma severa a las plantas atacadas (Fernando 2022). Los 

primeros instares larvales sólo esqueletizan las hojas; sin embargo, a partir del 

cuarto instar las larvas son defoleadoras un aspecto de criba o cedazo, pero a partir 

del cuarto hasta el séptimo instar se convierte en un voraz defoliador, dejando a la 

hoja sólo en nervaduras (Mosquera 2020). Cuando el ataque es severo, las hojas 

se desprenden (Mosquera 2020). 

2.5.5. Salivazo (Clastoptera laenata). Este insecto es una especie polífaga 

y una de las plagas importantes del cultivo de cacao (Giménez de la cruz y Sánchez 

2018). Los adultos, llegan a medir entre 2-3 mm, son de color marrón y de aspecto 
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globoso o semigloboso (Martínez et al. 2012) Las ninfas viven dentro de una 

espuma en el pedicelo de flores y frutos tiernos. Estos insectos se alimentan 

succionando savia, e introduciendo saliva toxica que provoca marchitez del fruto 

(Jiménez de la Cruz y Sánchez 2018).  

2.5.6. Pulgón negro (Toxoptera aurantii). Son insectos de color gris oscuro 

y de forma globosa, de 1,0 a 2,0 mm de longitud, (Valarezo 2012). Esta especie 

succiona savia en las hojas y ramitas tiernas, ocasionando el ‘‘enchinamiento’’ de 

las hojas, siendo este característico (Ruiz y Coronado 1999). Cuando la infestación 

es severa, el crecimiento del árbol se ve afectado porque los brotes reducen su 

efectividad fotosintética (Ruiz y Coronado 1999). Provoca enfermedades 

ocasionadas por el agente vector y, por ende, la reducción del rendimiento del 

cultivo (INIAP 2019). 

2.5.7. Trips de banda roja (Selenothrips rubrocinctus). En su estado adulto, 

esta especie es de color negro, de 1 a 1,5 mm de largo (Valarezo 2012). Afecta 

principalmente a las hojas jóvenes y brotes tiernos (Urtecho 2023). Al alimentarse 

perfora las células de tejido superficial y absorbe su contenido. La zona dañada  

presenta un aspecto tostado o carbonizado y puede causar deformación y marchitez 

de las hojas (Urtecho 2023).  

 

2.6. Antiteuchus tripterus, importancia  

 

La chinche A. tripterus es un insecto de la familia pentatomidae. El género 

Antiteuchus comprende 43 especies conocidas en todo el mundo (Fernandes y 

Grazia 2006). Tanto las ninfas como los adultos ocasionan lesiones en el fruto y en 

las ramas (Gutiérrez y Trochez 1977). Al alimentarse, las chinches ocasionan 

lesiones a frutos y pedúnculos expresadas como manchas negras y pústulas (Yepes 

2019). Si la ocurrencia de la plaga es temprana, los frutos detienen su desarrollo, 

se pasman, se secan y caen (Gutiérrez y Trochez 1977). Estas lesiones detienen el 

crecimiento de los frutos jóvenes, los cuales se momifican. Los frutos que logran un 
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desarrollo avanzado no parecen afectarse por los daños de A. tripterus (Echeverri y 

León 2021). 

 

2.7. Taxonomía de la chinche Antiteuchus tripterus 
 

La chinche A. tripterus es clasificada por Gaibor (2016) de la siguiente 

manera: 

 Clase: Insecta 

              Subclase: Pterygota  

                            Orden: Hemíptera  

                                     Suborden: Heteróptera 

                                                 Familia: Pentatomidae  

                                                                  Género: Antiteuchus  

                                                                                 Especie: Antiteuchus tripterus 

 

 

 

2.8. Morfología de Antiteuchus tripterus 
 

La chinche A. tripterus (Figura 3) es de aspecto compacto y de color gris 

oscuro, su cabeza es pequeña y triangular. Esta especie mide en promedio 6 mm 

de ancho y10 mm de largo. Las colonias se agrupan en el pedicelo de flores y frutos 

(Mejía et al. 2017). Estas chinches son conocidas como chinches hediondas porque 

producen un olor desagradable por medio de glándulas odoríferas (Dellape 2021). 
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Figura 3. Colonia de Antiteuchus tripterus en Theobroma cacao, Tabasco, México. 

 

2.9. Ciclo de vida de Antiteuchus tripterus 
 

La hembra oviposita, en masas que contienen 28 huevos, aunque en 

ocasiones se presenta con 24, 26 y 27, y en algunas ocasiones 14 huevos. Esta 

deposita sus huevos cada 60 a 70 seg realizando movimientos laterales y frontales 

por cada huevo ovipositado (Umaña y Carballo 1994). Los huevos presentan forma 

cilíndrica y coloración blanca. Las ninfas emergen entre los 8 y 9 d y el primer estado 

ninfal presenta una dura de 7 a 8 días (Umaña y Carballo 1994). En total, A. tripterus 

presenta cinco estadios ninfales con una duración de 100 d (Castillo et al. 2020). 

Las hembras muestran el cuidado maternal tanto de huevos como de ninfas en 

primeros estadios (Castillo et al. 2020). Una vez completado el ultimo estado ninfal, 

emerge el adulto, el cual en el macho presenta una coloración negra mientras que 

la hembra presenta coloración negra con puntuaciones cremosas (Umaña y 

Carballo 1994). 

 

2.10. Hospederos de Antiteuchus tripterus 
 

Entre las especies vegetales hospedantes de A. tripterus están la anona 

(Annona reticulata L.), la chirimoya (A. cherimolla Mill), el aguacate (Persea 
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americana Mill), el árbol de pan (Colocacia antiquorum Schott), Citrus spp., el cacao 

(Theobroma cacao), la guayaba (Psidium guajava L.), el mango (Mangifera 

indica L.), el algodón (Gossypium hirsutim L.) y la badea (Passiflora quadrangularis) 

(Salas 1984; Yepes 2019). 

 

2.11. Métodos de control de Antiteuchus tripterus 
 

2.11.1. Control cultural. A. tripterus es un insecto que prefiere zonas 

frescas sombreadas. Cultivos como el cacao, en su mayoría desarrollados bajo 

sombra y alta humedad relativa puede contribuir en la propagación del insecto. La 

poda y el control de sombra reduce la proliferación del insecto (Mora 2013). 

2.11.2. Control químico. Para reducir las poblaciones de A. tripterus 

se ha utilizado el Malathion y el Carbanyl; el Malathion en dosis de 2 a 4 cc/l y el  

Carbaryl en dosis de 3 a 4 g/l (Tamayo et al. 2008). 

2.11.3. Control biológico. Varios estados de desarrollo de A. 

tripterus son afectados por enemigos naturales, destacándose los insectos y 

entomopatógenos (Yepes 2019). Para el caso de los huevos, Umaña y Carballo 

(1994) reportan a los parasitoides Trissolocus radix y Telenomus sp. como agentes 

de control muy importantes que tienden a disminuir el nivel poblacional de A. 

tripterus. Así también Eberhard (1974) señala a las especies de avispa Trissolocus 

bodkini y Phanuropsis semiflaviventris como parasitoides de A. tripterus en fase de 

ninfal y adulto. Por otro lado, Veen (1968) reportó al hongo Metarhizium anisoplae 

como patógeno de insectos de la familia Pentatomidae. 
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2.12. El género Metarhizium, importancia y distribución 
 

Los hongos entomopatógenos constituyen un grupo con más de 750 

especies y tienen potencial como agentes de biocontrol. Cuando sus esporas se 

dispersan en el ambiente pueden provocan infecciones fúngicas (muscardias) y 

reducir significa mente las poblaciones de insectos (Pucheta et al. 2006). Dentro de 

estos, el género Metarhizium comprende una diversidad de especies caracterizados 

por producir conidios verdes que cubren el cadáver del hospedero (Nishi y Sato 

2018). Los hongos del género Metarhizium son ubicuos y la distribución de las 

especies puede atribuirse diversos factores tales como las condiciones climáticas, 

el tipo de hábitat y asociaciones específicas con plantas e insectos huéspedes 

(Brunner-Mendoza et al. 2019).     

 
 

La especie M. anisopliae es uno de los agentes biológicos más importantes 

y estudiados para el control de varias plagas de artrópodos (Da Silva 2010). Este 

hongo tiene una distribución mundial desde el ártico hasta los trópicos, en insectos 

y en el suelo (Zimmermann 2007). Entre las principales ventajas del uso de M. 

anisoplae en el control biológico de plagas de insectos destaca la facilidad de 

aplicación en condiciones de campo, el bajo costo derivado de su uso y, sobre todo, 

el reducido impacto ambiental (Orlandelli 2011). M. anisopliae se ha registrado 

atacando una amplia diversidad de insectos considerados plagas de importancia 

comercial (Bernal, et al. 1994). En la tabla 1 se muestran las familias que afecta este 

hongo en los múltiples ordenes insectiles.  
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Tabla 1. Órdenes y familias hospedantes de Metarhizium anisoplae (Veen 1968) 

Orden Familia No. Especies 

Ortópteros Acrididae, Griollotalpidae 11 

Dermáptera Forficulidae 1 

Hemípteros Cercopidae, Cicididae, Coccidae, 

Delphacidae, Flatidae, Míridae, 

Pentatomidae  

21 

Dípteros Asilidae, Chironomidae, Tipulidae, 

Trypetidae 

4 

Himenópteros Ichneumonidae, Pamphiliidae Scoliidae, 

Tiphiidae 

6 

Lepidópteros Aegeriidae, Agrotidae, Artiidae, 

Bombycidae Brassólidos, Crambidae, 

Eusomidae, galleridae, Hepialidae, 

Notodontidae, Phycitidae, Pyraustidae, 

Saturniidae, Thaumetopoeidae 

27 

Coleópteros Byturidae, Carabidae, Cerambicidae, 

Chrysomelidae, Coccinellidae, 

Curculionidae, Elateridae, Lampyridae, 

Scarabaeidae, Scolytidae, Tenebrionidae 

134 

 

 

 

 

2.13. Taxonomía del género Metarhizium 
 

El género Metarhizium fue descrito por Sorokin en 1883. De acuerdo con 

Mongkolsamrit et al. (2020), este género comprende 51 especies.  Kirk (2022) 

clasificó este género de la siguiente manera:  
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Reino: Fungi 

     Clase: Ascomycota 

         Orden: Sordariomycete 

                 Familia: Hypocreales 

                      Género: Metarhizium 

 

2.14. Morfología de Metarhizium spp. 
 

Los hongos del género Metarhizium presentan colonias con crecimiento 

circular, con superficie de aspecto plano de textura variable. Las colonias 

inicialmente muestran una coloración blanca que posteriormente pasa por tonos 

amarillos, verde oliva hasta verde oscuro debido a la maduración de los conidios 

(Valle-Ramírez et al. 2022). De acuerdo con Barnett y Hunter (1998), presentan 

conidióforos hialinos y ramificados. Presentan fiálides solitarias, en pares o en 

verticilos. Lo conidios son producidos en cadenas basipétalas, compactadas en 

columnas. Los conidios presentan forma ovoide a cilíndrica, de una sola célula, 

hialinos o ligeramente pigmentados, los cuales muestra un color verde olivo cuando 

están en masas (Figura 4). 

 

Figura 4. Estructuras de Metarhizium sp. A) Fiálide, B) Conidióforo, C) conidios.  
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2.15. Modo de acción de Metarhizium spp. 
 

Las especies de Metarhizium tienen la capacidad de penetrar directamente 

la cutícula del insecto hospedero mediante la combinación de presión mecánica y 

enzimas que degradan la cutícula. Al adherirse al cuerpo de su hospedero, los 

conidios producen un tubo germinativo que, a través de la extensión y el 

crecimiento, dan lugar a hifas que penetran y crecen dentro del insecto, 

posteriormente se da la reproducción del hongo y la dispersión lo que finalmente 

conduce a la muerte (Perinotto et al. 2014; García et al. 2008).  

La infección se inicia con el depósito de conidios en la cutícula del 

hospedador, seguido de la adhesión y la germinación de las esporas (Schrank y 

Vainstein 2010). Las zonas de adhesión son las regiones Inter segmentales o zonas 

blandas (Ramírez 2014). Luego se produce un tubo germinativo y un apresorio, que 

permite al hongo la fijación sobre la cutícula y la penetración del exoesqueleto. 

(Monzón 2002). Mecanismos físicos y químicos están involucrados en el proceso 

de la penetración. En el mecanismo físico el apresorio ejerce presión sobre el 

exoesqueleto y rompe las áreas esclerosadas y membranosas de la cutícula En el 

mecanismo químico, la acción enzimática degrada la cutícula, y en este proceso 

participan enzimas como lipasas, quitinasas y proteasas, las cuales facilitan la 

penetración física. (Da silva et al. 2014). Además de los mecanismos físicos y 

químicos, estos hongos pueden penetrar el hemocele través de aperturas naturales 

como espiráculos, cavidad bucal y otras aberturas externas (Téllez et al. 2009).  

Cuando el hongo a ingresado al hemocele, el insecto puede activar 

mecanismos de defensa; dando lugar a la encapsulación celular, fagocitosis, 

melanización y producción de compuestos antimicrobianos (Ames 2004). Esta 

activación de mecanismos de defensa obliga al hongo a vencer el sistema 

inmunológico del insecto. (Ames 2004). Debido a estas estrategias, el insecto muere 

y el hongo termina de colonizarlo. Finalmente, bajo condiciones de temperatura y 

humedad optima las hifas del hongo emergen a la superficie del cadáver donde lleva 

a cabo el proceso de esporulación (Téllez et al. 2009). 
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2.16. Factores que afectan a los hongos entomopatógenos 
 

La temperatura, la humedad relativa y la radiación uv son los factores que 

tienen más influencia sobre el crecimiento y patogenicidad de los hongos. Estos 

factores también influyen en el desarrollo de epizootias (Correal 2018). La 

temperatura óptima para el crecimiento de la mayoría de estos hongos se encuentra 

entre 20 y 25 ºC con infecciones y patogénesis que ocurren a temperaturas entre 

15 y 30 ºC (Rodríguez 2009). Así, la temperatura es relevante ya que determina la 

eficacia de estos hongos al incidir en su crecimiento fúngico y persistencia bajo 

condiciones de campo (Carrillo y Blanco 2009). Por otro lado, la humedad relativa 

optima para la germinación de la conidios es de 90%-100%; aunque algunas 

infecciones se llevan a cabo en otros niveles de humedad (Carrillo y Blanco 2009).  

2.17. Importancia de la caracterización de hongos entomopatógenos 

 

Para el desarrollo de agentes de control biológicos basados en hongos 

entomopatógenos es necesario seleccionar las cepas que demuestren mejores 

atributos como reguladores de plagas (Valle-Ramírez et al. 2022). En la selección 

de hongos entomopatógenos, la caracterización morfológica y caracterización 

molecular constituyen herramientas útiles (Estrada-Martínez, 2019). Además, la 

caracterización molecular de los hongos, mediante el análisis del ADN o del RNA 

permite conocer su variabilidad genética (Estrada-Martínez 2019). Por otro lado, los 

hongos entomopatógenos pueden presentar variabilidad intraespecífica en cuanto 

a especificidad, temperatura optima, velocidad de crecimiento y capacidad de 

producción de conidio lo cual hace necesario su caracterización fisiológica y 

patogénica. (Ames 2004).  
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2.18. Estudios de caracterización de hongos entomopatógenos  
 

En la investigación por Gato et al. (2016) caracterizaron aislados cubanos de 

Metarhizium spp. para combatir al escarabajo Cylas formicarius. Estos autores 

calcularon la tasa de crecimiento y el nivel de esporulación, a diferentes 

temperaturas. Los aislamientos LBM-5 y LBM-10 mostraron mayor tasa de 

crecimiento a 20 y 30°C. 

 

Valle et al. (2021) evaluaron 20 aislamientos de Metarhizium spp. obtenidos 

de insectos micosados y del suelo, para el control del salivazo. El aislamiento 

DAS5401 mostró mayor tasa de crecimiento. 

 

Obando et al. (2013) evaluaron cepas nativas de M. anisopliae en relación a 

sus características macroscópicas, fisiológicas y patogénicas contra Aeneolamia 

varia. Estos autores reportaron a los aislamientos CCMa1008, CCMa1005 y 

CCMa0906 con mortalidades de entre 76.0% y 90.7% sobre el estado adulto y 

75.7% en la cepa CCMa1001 en condiciones de laboratorio, asperjando 15 ml de 

una suspensión de conidios en concentración de 1 x 107 conidias/ml. 

 

Manríquez et al. (2006) evaluaron la patogenicidad de siete aislamientos de 

M. anisopliae sobre la gallina ciega, gusano alambre y chinche hedionda a una dosis 

de 2x1013.  Las cepas CG 93-3 y CG 472 fueron los dos tratamientos con efectividad 

mayor al 70% 
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Cogley et al. (2020) identificaron tres aislamientos nativos de M. anisopliae, 

con base en sus características morfológicas; además, evaluaron la patogenicidad 

de estos aislamientos sobre larvas de Rhipicephalus microplus. El aislamiento Mt5 

mostró mayor efectividad biológica.  

 

En el estudio realizado por Villamizar et al. (2021) se caracterizaron un 

aislamiento de Metarhizium novozealandicum. Que fue reportado como nueva sepa. 

Este estudio incluyó la confirmación morfológica y molecular de la especie fúngica, 

la producción de esporas y la patogenicidad sobre Wiseana copularis, Costelytra 

giveni y Plutella xylostella. Estos autores seleccionaron al aislamiento AgR-F177 

como promisorio para el desarrollo de un biopesticida. 
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III. OBJETIVOS 
 

 

3.1. Objetivo general: 
 

- Caracterizar y seleccionar aislamientos nativos de Metarhizium sp. 

para el control biológico de la chinche negra (Antiteuchus tripterus) del cacao, en 

Tabasco, México. 

 

3.2. Objetivos particulares: 

 

• Identificar morfológica y molecularmente aislamientos nativos de 

Metarhizium sp. 

• Caracterizar fisiológicamente aislamientos nativos de Metarhizium sp. 

• Evaluar la producción de conidios de aislamientos de Metarhizium sp. 

en arroz  

• Caracterización la patogenicidad de aislamientos de Metarhizium sp. 

sobre (A. tripterus)  
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IV. JUSTIFICACIÓN 

 

El cacao es mundialmente reconocido por su aportación de ingredientes en 

la industria alimenticia. Su importancia se extiende a áreas como la cosmética, 

provee divisas y empleos, y es el ingreso para los productores de cacao en el 

sureste. En México, Tabasco es el estado con mayor producción de cacao; sin 

embargo, la sustentabilidad de este cultivo se ve reducido por problemas 

fitosanitarios derivados de bacterias, hongos e insectos, como es el caso de la 

chinche A. tripterus. El hábito alimenticio de esta chinche amenaza la producción 

puesto que ataca los pedúnculos y la base de los frutos del cacao, succiona savia 

e inyecta toxinas, resultando en el marchitamiento y caída de los chilillos. Por otra 

parte, la escasa información sobre A. tripterus ocasiona el uso de métodos 

convencionales como es el caso del control químico, por lo que hace necesario la 

implementación de formas de control más amigables con el ambiente. Existen 

métodos que cumplen con este esquema; tal es el caso del control biológico. 

Investigaciones realizadas en otros países han demostrado la efectividad de 

agentes de control, como el parasitoide P. semiflaviventris y los hongos 

entomopatógenos M. anisoplae y B. baussiana. A pesar de la presencia de A. 

tripterus, en plantaciones de cacao en Tabasco, no se han realizado estudios 

específicos de hongos entomopatógenos, que permita su uso como una alternativa 

de control. Por lo anterior, en el presente trabajo se caracterizaron y seleccionaron 

aislamientos nativos de M. anisopliae con potencial de control biológico de la 

chinche negra (A. tripterus) en Tabasco, México. Los resultados de esta 

investigación servirán como alternativa de control A. tripterus en el cultivo de cacao 

en Tabasco.  
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V. MATERIALES Y MÉTODOS 
 

5.1. Sitio de muestreo 

  

Adultos micosados de la chinche A. tripterus se obtuvieron, mediante un 

muestreo dirigido (Figura 5), en una plantación de cacao ubicada en la ranchería 

José María Morelos y Pavón (Las Delicias), Teapa, Tabasco.  El sitio de muestreo 

se localiza en las siguientes coordenadas: 17°38'5.1"N 92°55'48.2"W y a 10 msnm. 

El clima en esta zona es cálido húmedo con una temperatura de 25 °C, humedad 

de 84.85 y precipitación de 3900 mm (INEGI 2000). Los cadáveres micosados que 

se obtuvieron fueron transferidos a viales estériles y se colocaron en neveras para 

su transportación al Laboratorio de Entomopatógenos, en la División Académica de 

Ciencias Biológicas, de la Universidad Juárez Autónoma de Tabasco.  

 

5.2. Obtención de aislamientos 

 

Los cadáveres se desinfestaron superficialmente en una solución de 

hipoclorito de sodio al 0.5% durante 5 min, de acuerdo con Gerónimo-Torres et al. 

(2016). Posteriormente se enjuagaron con agua destilada estéril (ADE) y se 

colocaron individualmente en cámara húmeda y a 25°C durante 8 días para permitir 

la esporulación sobre los cadáveres. Los aislamientos se multiplicaron en medio de 

cultivo Agar-Dextrosa Sabouraud + 0.1 de extracto de levadura (ADS + EL) y se 

conservaron en refrigeración hasta su uso en las diferentes pruebas de 

caracterización. 
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Figura 5. A) Colecta de Antiteuchus tripterus realizado en plantación de cacao ubicado en 

la ranchería José María Morelos y Pavón (Las delicias), Teapa, Tabasco, México.  B) Adulto 

de Antiteuchus tripterus micosado por Metarhizium sp.  

 

5.3. Caracterización morfológica 

 

 Los hongos que se desarrollaron sobre los cadáveres de A. tripterus, se 

aislaron y se identificaron a nivel de especie con base a las estructuras 

reproductivas, de acuerdo con Barnett y Hunter (1998) y Bischoff et al. (2009). Para 

la caracterización, los aislamientos crecieron en cajas de Petri con medio de cultivo 

Agar-Dextrosa Saboraud + 0.1% de extracto de levadura (ADS+EL), durante 14 

días, para determinar las características de la colonia: tamaño, morfología y 

conidiación. Además, una suspensión de esporas se inoculó sobre discos de ADS 

de 0.5 cm de diámetro, bajo un cubreobjeto, para obtener estructuras microscópicas 

de cada aislamiento. Los discos inoculados se incubaron a 25 ºC en una cámara 

húmeda durante 3-5 días. Las características microscópicas de conidióforos y 

conidios, se observaron bajo el microscopio de campo claro y se foto documentaron 

mediante digitalización de imágenes. La morfometría se realizó con el software 

Image Tool® 3.00. Los aislamientos se depositaron en la colección de hongos 

entomopatógenos del Laboratorio de Entomopatógenos de la División Académica 

de Ciencias Biológicas, Universidad Juárez Autónoma de Tabasco, Villahermosa, 

Tabasco, México. 
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5.4. Identificación molecular 

 

A partir de cultivos puros de 7 días, se realizó la extracción de ADN por el 

método del CTAB (Doyle y Doyle, 1990) y su concentración fue estimada utilizando 

un espectrofotómetro (NanoDrop 2000, Thermo Scientific®). Para el análisis 

filogenético, secuencias parciales de genes fueron obtenidas de dos regiones y 

amplificadas por PCR; la región ITS1-5.8S-ITS2 del DNAr nuclear y ß-tubulina. La 

región ITS fue amplificada utilizando los primers ITS5 (5’-gca agt aaa agt cgt aac 

aag g-3’) e ITS4 (5’-tcc tcc gct tat tga tat gc-3’) (White et al. 1990).  La amplificación 

parcial del gen β-tubulina se llevó a cabo usando los primers Bt2a (5´-ggt aac caa 

atc ggt gct gct ttc-3’) y Bt2b (5’-acc ctc agt gta gtg acc ctt ggc-3’) (Glass y Donaldson 

1995). Ambos genes se amplificaron bajo las siguientes condiciones de PCR: 94°C 

2 min, 94-55-72 durante 30”-45”-90” 40 ciclos y una extensión final de 72°C 4’. Las 

reacciones de amplificación fueron llevadas a cabo en volúmenes de 25 µL 

conteniendo amortiguador a 1X, MgCl2 1.5 mM, dNTP 0.2 mM, primers 0.4 µM de 

cada uno (IDT), enzima Taq DNA polimerasa 1 unidad (Promega) y 20 ng de 

ADN.  La cuantificación del ADN se realizó con un NanoDrop 2000, Thermo 

Scientific®. Los amplicones se enviaron para su secuenciación a la compañía 

Psomagen (EUA). Las secuencias obtenidas se compararon con secuencias de 

diferentes especies de Metarhizium del banco de genes del National Center for 

Biotechnology Information (NCBI). 

 

 

5.5. Caracterización fisiológica 

 

5.5.1. Crecimiento micelial. Cultivos de cada aislamiento, de 5 días de 

crecimiento, se utilizaron para transferir una fracción de 5 x 5 mm del extremo de la 

colonia, a una caja Petri (90 mm) con medio SDA + E.L. Las cajas con el inoculo se 

incubaron a 25, 30, 35 ± 1 °C. Cinco repeticiones por aislamiento y temperatura se 

establecieron, donde el registro micelial se realizó cada 2 días hasta que un 
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aislamiento cubrió todo el medio. La media del crecimiento radial (CR) del último día 

se utilizó para el análisis estadístico. El efecto de la temperatura se evaluó midiendo 

el porcentaje de incremento (INC) o inhibición (INH) del crecimiento radial; el 

porcentaje de INH o INC se obtuvo con la fórmula: % INH/INC = (CR a 30 °C x 

100/CR a 25 °C)-100, y % INH/INC = (CR a 35 °C x 100/CR a 30 °C)-100, de 

acuerdo con Torres-de la Cruz et al. (2013).   

  

5.5.2. Producción de conidios en medio ADS 

 

De cada aislamiento fúngico, secciones de 5 x 5 mm, del borde de colonias 

de 8 días de edad, se transfirieron a cajas de Petri con ADS + E.L., las cuales se 

incubaron a 25, 30 y 35 °C ± 1 °C durante 16 días en oscuridad. Los conidios se 

cosecharon inundando el cultivo con ADE + tween 80 y raspando las esporas con 

espátula de acero inoxidable. La suspensión de conidios se homogenizó durante 1 

min con un agitador magnético. Para separar las esporas del micelio, la suspensión 

se filtró con gasa clínica estéril. La producción de conidios (PdC) por aislamiento se 

estimó utilizando una cámara de Neubauer. Cinco repeticiones por aislamientos 

serán establecidas. La estimación del número de conidios ml-1 se realizó a través 

de la fórmula propuesta por Lipa y Slizynski (1973): 

 

 

C = (Cc) (4 x 106) (Fd/80)  

 

donde:  

C = número de conidios,  

Cc = número promedio de conidios contados en la cámara de Neubauer  

Fd = factor de dilución  
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El efecto de la temperatura sobre la PdC en medio de cultivo ADS fue evaluado a 

través del porcentaje de inhibición e incremento de la PdC al pasar de 25 a 30 °C y 

de 25 a 35 °C, los cuales se obtuvieron con la fórmula: % INH/INC = (PdC a 30 °C 

x 100/ PdC a 25 °C)-100, y % INH/INC = (PdC a 35 °C x 100/ PdC. a 25 °C)-100 

(Torres-de la Cruz et al. 2013).  

 
 

5.5.3 Velocidad de germinación 

 

Cultivos de cada aislamiento, de 18 días de crecimiento, se utilizaron para 

obtener una suspensión de 5 x 106 conidios ml-1. De esta suspensión se depositaron 

30 µl en medio SDA + E.L. Se establecieron cuatro repeticiones. Las cajas con las 

alícuotas de conidios se incubaron a tres temperaturas: 25, 30 y 35 °C ± 1 °C. Se 

registró la germinación de conidios (GDC) a partir de la sexta hora. El registro de 

germinación consistió en lecturas de 100 conidios, hasta la hora en que un 

aislamiento alcanzó el 90% de germinación. Se determinó que los conidios habían 

germinado una vez que el tubo germinativo alcanzó la mitad de la longitud del 

conidio. (Jackson et al. 1985). 

 

 

5.6. Caracterización patogénica 

 

 Adultos de A. tripterus se capturaron de la misma plantación de cacao donde 

se obtuvieron las chinches micosadas, descrita anteriormente. Los ejemplares 

capturados se colocaron en envases de plástico con un fruto juvenil (chilillos) como 

alimento y fueron transportados al Laboratorio de Entomopatógenos, en la División 

Académica de Ciencias Biológicas, de la Universidad Juárez Autónoma de Tabasco. 

En el laboratorio, los insectos fueron inmersos en una suspensión de 1 x107 

conidios ml-1 + tween 80 por 1 min. Cinco aislamientos de Metarhizium más un 

tratamiento testigo fueron evaluados. Las chinches del tratamiento testigo se 

sumergieron en ADE + tween 80 (0.1%). Los adultos se depositaron en envases de 
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plástico. Diez adultos de A. tripterus conformaron una unidad experimental. Cinco 

repeticiones por cepa se establecieron. Los adultos tratados se mantuvieron a 25 ± 

1°C.  La humedad se mantuvo con ADE en una torunda de algodón. Diariamente se 

registró la mortalidad y los insectos muertos se colocaron en una cámara húmeda 

para obtener esporulación., La efectividad de cada aislamiento se obtuvo con los 

datos de mortalidad mediante la fórmula de Abbott (1925) citada anteriormente. La 

mortalidad en el testigo formó parte de la fórmula de Abbott. 

 

 

5.7. Caracterización cultural  

 

5.7.1 Producción de conidios en arroz. Para evaluar la capacidad de los 

aislamientos se produjeron conidios en arroz. Se utilizaron 30 g de arroz 

contenidos en bolsa de poli papel. El arroz se humedeció con 7 ml ADE de agua 

destilada y las bolsas con el arroz fueron esterilizas a 121°C durante 20 min 

(Porras y Lecuona 2008). Se preparó una suspensión de conidios de 1 x 107 

conidios ml-1. Las bolsas con arroz fueron inoculadas con 5 ml de esta 

suspensión y fueron incubadas 16 d a 25 ± 1 °C, con fotoperiodo 12:12. Cinco 

repeticiones por aislamiento fueron establecidas. Cumplido el tiempo, los 30 g 

de arroz se transfirieron a 150 ml de ADE + tween 80. Se agitó la suspensión 

durante 10 min y se filtró con gasa clínica estéril. El total de conidios por 

aislamiento se estimó con una cámara de Neubauer. Se estimo la PdC g-1 a 

través de la fórmula de Lipa y Slizynki (1973) descrita anteriormente. 
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5.8      Análisis estadístico 

 

Para el análisis filogenético, las secuencias de ADN se alinearon con 

MUSCLE (Edgar, 2004) implementado en MEGA-X (Kumar et al., 2018), y se 

concatenaron con SeaView 4.7 (Gouy et al., 2010). Se utilizó jModelTest v2 (Darriba 

et al., 2012) para identificar el modelo de evolución de nucleótidos más apropiado 

según el criterio de información de Akaike. El análisis filogenético se realizó con IQ-

TREE v2 (Minh et al., 2020) que implementa el algoritmo de Máxima Verosimilitud 

en el portal CIPRES Science Gateway v3.3. (Miller et al., 2011) Los árboles 

filogenéticos fueron visualizados y editados con Itol (Letunic et al. 2021).  

 

Los datos obtenidos del CM, PdC en medio SDA, PdC en arroz y de la mortalidad, 

se analizaron bajo un diseño completamente al azar, con cinco tratamientos 

(aislamientos). Antes del análisis, los datos de mortalidad fueron transformados al 

arcoseno de la raíz cuadrada de la proporción.  Los datos del crecimiento micelial, 

producción de conidios en medio SDA y PdC en arroz se transformaron a log (x + 

1).  Posteriormente se realizó la comparación de tratamientos mediante análisis de 

varianza (P ≤ 0.05) y una prueba Post-hoc con la técnica de Tukey mediante SAS® 

(1998). El tiempo en que ocurrió el 50 y el 90% de la GDC (TG50 y TG90) se estimó 

mediante regresión logística y el paquete estadístico SAS® (1998). 
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VI. RESULTADOS Y DISCUSIÓN 
 

6.1. Identificación morfológica 
 

Un total de cinco aislamientos fúngicos se obtuvo a partir de adultos 

micozados de A. tripterus, en condiciones de campo. Todos los aislamientos 

presentaron colonias con crecimiento circular, con superficie de aspecto plano de 

textura variable. Colonias con una coloración blanca que se tornó de verde oliva 

hasta verde oscuro debido a la maduración de los conidios (Figura 6). Conidióforos 

hialinos y ramificados. Fiálides solitarias, en pares o en verticilos. Conidios 

producidos en cadenas basipétalas, cilíndricos, hialinos o ligeramente pigmentados, 

color verde olivo en masas (Figura 4). Lo anterior coincidió con Barnett y Hunter 

(1998) para el género Metarhizium. Los conidios midieron 5-8.15 x 2-3.08 µm (Tabla 

2). De acuerdo con Bischoff et al. (2009), los conidios son el rasgo que de forma 

confiable permite distinguir entre especies de Metarhizium. Sin embargo, Bischoff y 

colaboradores (2019) encontraron que cinco especies de Metarhizium se 

superponen en tamaño y forma: M. anisopliae, M. brunneum, M. lepidiotae, M. 

pingshaense y M. robertsii. Por lo tanto, no fue posible distinguir el taxa específico 

basado en la morfología de los conidios. 

 

Figura 6. Morfología de Metarhizium sp.  A) Colonia en medio PDA de 7 días de edad, B) 

Reverso, C y D) Conidióforos, F y G) Conidios. 
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.  

 

6.2. Identificación molecular 

 

Los aislamientos TCCH5, TCCH7 y TCCH8 fueron identificados mediante 

secuenciación de ITS y β-tubulina. El árbol filogenético obtenido con las secuencias 

de los tres aislamientos de Metarhizium y otras secuencias de especies de 

Metarhizium obtenidas del GeneBank, se muestran en la figura 5. El análisis 

bootstrap mostró ramas principales que separaron significativamente las 

secuencias de las diferentes especies utilizadas. Con base en los valores 

significativos de bootstrap, las secuencias de tres aislamientos nativos de 

Metarhizium, del presente estudio, correspondieron a la especie M. brunneum, con 

un soporte del 88% (Figura 7). La especie M. brunneum ha sido reportada en 

diferentes países, de diferentes continentes, incluyendo México. Así también ha sido 

reportada en diferentes insectos hospederos, de diferentes órdenes: Coleóptera, 

Tabla 2. Mediciones de conidios de aislamientos de Metarhizium sp. obtenidos de adultos de 

Antiteuchus tripterus micosados, en Theobroma cacao, Tabasco, México 

Taxón Conidio (µm) Descripción colonia Referencia 

Metarhizium sp. (TCCH2) 5.2–8.1 x 2.0–2.9 Blanco-amarillo-verdoso Autor 

Metarhizium sp. (TCCH5) 5.0–8.0 x 2.0–2.9 Blanco-amarillo-verdoso Autor 

Metarhizium sp. (TCCH7) 5.0–7.8 x 2.0–3.0 Blanco-amarillo-verdoso Autor 

Metarhizium sp. (TCCH8) 5.0–8.1 x 2.0–2.9 Blanco-amarillo-verdoso Autor 

Metarhizium sp. (TCCH9) 5.0–8.1 x 2.0–2.9 Blanco-amarillo-verdoso Autor 

Metarhizium anisopliae 5.0–7.0 x 2.0– 3.5 Blanco-amarillo-verdoso Bischoff et al. (2009) 

M. lepidiotae 5.0–7.0 x 2.0–3.5 Blanco-amarillo-verdoso Bischoff et al. (2009) 

M. pingshaense 4.5–5.0 x 2.0–3.5 Blanco-amarillo-verdoso Bischoff et al. (2009) 

M. robertsii 5.0– 7.5 3 2.0–3.5 Blanco-amarillo-verdoso Bischoff et al. (2009) 

M. brunneum 4.5–8.0 x 2.0–3.0 Blanco-amarillo-verdoso  Bischoff et al. (2009) 

M. brunneum 5.5–8.0 x 2.0–3.0 Olivaceo Mongkolsamrit et al. (2020) 
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Díptera, Isóptera, Himenóptera, Lepidóptera, Orthóthera y Hemíptera (Bischoff et al. 

2009). En el orden Hemíptera, M. brunneum ha sido reportado sobre la chinche 

Euschistus heros (Pentatomidae) (Resquín-Romero et al. 2020). M. brunneum 

también ha sido reportado sobre Bactrocera oleae (Diptera: Tephritidae) (Yousef et 

al. 2013) y Agriotes spp. (Razinger et al. 2018). A nuestro conocimiento, este es el 

primer reporte de M. brunneum sobre A. tripterus (Pentatomidae).  

 

Figura 7. Análisis filogenético de máxima verosimilitud de secuencias concatenadas 

(ITS y TUB) de especies de Metarhizium spp., basado en el modelo (TIM2 + G: 

Transition model and unequal base freq + Discrete gamma model), especímenes 

tipo marcados con asterisco. Los aislados TCCH5, TCCH7 y TCCH8 se agrupan 

con especies de M. brunneum con un alto porcentaje de soporte de 88 %. 
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6.3. Caracterización fisiológica 
 

6.3.1. Efecto de la temperatura en el crecimiento micelial. Se registraron 

diferencias significativas en el CM de los aislamientos cuando se sometieron a 25 

°C (F=4,60 P < 0,0085) (Tabla 3). Los aislamientos con mayor crecimiento micelial 

fueron TCCH8 (17,27) y TCCH9 (17.21), sin diferencias significativas con las cepas 

CH7 y TCCH2. El aislamiento con menor crecimiento micelial fue TCCH5 con 16,32 

mm. A 30 °C no se encontraron diferencias significativas (F=221 P <0,1044) en el 

crecimiento micelial (Tabla 3). El rango de crecimiento fue de 5.17 – 5.81 mm. A 

esta temperatura el crecimiento no mostró variación significativa entre aislamientos; 

sin embargo, todas las cepas mostraron disminución del crecimiento micelial, la cual 

fluctuó de 64.7% hasta 69.1 %, al pasar de 25 a 30 °C. Estos resultados, que 

reportamos en este trabajo difieren con los hallazgos de Torres-de la Cruz, et al. 

(2013) quienes reportaron inhibición de 0 al 27 % en aislamientos nativos de M. 

anisopliae.  

Cuando los aislamientos se incubaron a 35 °C, el CM de todos los 

aislamientos se inhibió al 100%, por lo que 35 °C resultó limitante del CM. Cuando 

Torres- de la Cruz, et al. (2013) evaluaron del crecimiento micelial de M. anisopliae 

a 35°, la inhibición del crecimiento fue en el rango de 74,1% hasta 86,3%. Así, el 

rango de temperatura para el crecimiento de las cepas nativas de M. brunneum fue 

de 25 a 30 °C, en concordancia con lo reportado para M. anisopliae por Torres- de 

la Cruz, et al. (2013) y Toriello et al. (2008). Al respecto, Ortiz-Catón et al. (2011) 

mencionan que el mejor desarrollo de los hongos entomopatógenos se obtiene de 

20 a 28ºC; por lo cual, el desarrollo obtenido por M. brunneum en este estudio, 

puede ser explicado por el origen tropical de estas cepas. Por otro lado, 

Gebremariam et al. (2021) resaltan la importancia del crecimiento micelial como una 

variable que permite seleccionar aislamientos promisorios como agentes de 

biocontrol.  
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6.3.2. Velocidad de germinación. Con base en el TG50 se observó 

variabilidad en la velocidad de germinación de los aislamientos nativos de M. 

brunneum, tanto entre aislamientos, como entre temperaturas. A 25 °C, el 

aislamiento con el mayor TG50 fue TCCH2, con un tiempo promedio de 8,8 h. El 

aislamiento con el menor TG50 fue TCCH9 con 7.8 h (Tabla 4). Estos resultados son 

similares a los reportados por Torres-de la Cruz et al. (2013), quienes reportaron 

TG50 de 7.4 a 8.2 h para aislamientos nativos de M. anisoplae, incubados a 25°C. 

Sin embargo, el TG50 reportado para M. brunneum en el presente estudio es menor 

al reportado para aislamientos nativos de Beauveria bassiana por Gerónimo-Torres 

et al. (2016) quienes reportaron TG50 de 12.6 a 15.9 h. A 30 °C, el TG50 no se 

modificó de forma relevante, donde la mayor TG50 fue obtenida por la cepa TCCH5, 

Tabla 3. Desarrollo micelial e inhibición o incremento de cepas nativas de Metarhizium sp., 

obtenidos de adultos de Antiteuchus tripterus, en el agroecosistema de cacao, Tabasco, 

México. 

 Desarrollo micelial     Inhibición (-) 0  

Cepas       25     30     35     Incremento (+) 

(%) 

  Media Dst     Media   Dst     Media Dst     25-

30°C 

25-

35°C 

TCCH2 16.46 0.24 AB   5.81 0.77 A   0 0     -64,70 -100 

TCCH5    16.32  0.30 B   5.42 0.44 A   0 0     -66,79 -100 

TCCH7 16.75 0.49 AB   5.17 0.19 A   0 0     -69,13 -100 

TCCH8 17.27 0.69 A   5.33 0.17 A   0 0     -69,14 -100 

TCCH9 17.21 0.35 A   5.80 0.34 A   0 0     -66,30 -100 
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con 9,5. A esta temperatura, la cepa con el menor TG50 fue TCCH2 con 7.8 h, la 

cual mejoró su tiempo de germinación, respecto al TG50 obtenido a 25 °C (Tabla 4). 

Cuando el TG50 se evaluó a 35 °C, todas las cepas incrementaron su tiempo de 

germinación, similar a lo reportado por Torres-de la Cruz et al. (2013) para M. 

anisopliae. La cepa con el mayor TG50 fue TCCH2 con 21.9 h y la cepa con menor 

TG50 fue TCCH5 con 12. 7 h. (Tabla 4).      

En relación al TG90, a 25 °C la cepa con el mayor TG90 fue TCCH8 con 10.9 

h. La cepa con menor TG90 fue TCCH9 con 9.6 h. (Tabla 4). A 30 °C, las cepas con 

mayor y menor TG90 fueron TCCH5 y TCCH2 con tiempos de 12.3 y 9.5 h, 

respectivamente. Así también, a 35°, estas dos cepas mantuvieron los mayores y 

menores TG90, con 27.7 y 14.6 h, respectivamente. A esta temperatura, todos los 

aislamientos incrementaron su tiempo de germinación, respecto al TG90 obtenido a 

30 °C. Aunque todos los aislamientos de M. brunneum germinaron en las 

temperaturas 25 y 35°C, el rango de temperatura óptimo para la GDC de estas 

cepas es de 25 a 30 °C (Tabla 4 y Tabla 5). De acuerdo con Faria et al. (2015), la 

velocidad de germinación también es un factor relevante para seleccionar unas 

cepas eficientes como agentes de control biológico. 

 

 

Tabla 4. Tiempo de germinación del 50% de los conidios (TG50) de Metarhizium 

brunneum evaluados a 25, 30 y 35°C.  

 TG50 (h) 

Cepas 25   30   35 

  Media  RV   Media      RV    Media   RV 

TCCH2 8,8 8.6-9.1   7,8 7.8-8.0   21,9 18.6-38.5 

TCCH5 8,3 8.1-8.6   9,5 9.3-9.7   12,7 12.7-12.9 

TCCH7 8,2 8.1-8.3   8,6 8.5-8.9   13,8 13.7-13.9 

TCCH8 8,5 8.2-8.8   8,5 8.3-8.7   14,1 13.9-14.4 

TCCH9 7,8 7.5-8.1   8,0 7.9-8.1   15,0 14.8-15.3 
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6.3.2. Producción de conidios en medio ADS + E.L. A 25 °C no hubo 

diferencias significativas (F =1,25 P < 0,3340) en la producción de conidios en medio 

SDA + E.L. (Tabla 6). Sin embargo, los aislamientos con mayor producción fueron 

TCCH2 y TCCH9 con 9.7x107 y 9.0x107 conidios, respectivamente. Esta producción 

de conidios es similar a la reportada por Valle-Ramírez (2022) para aislamientos de 

Metarhizium spp. A 30 °C, hubo diferencias significativas entre aislamientos (F= 

7.40 P > 0.0008) (Tabla 6).  Las cepas con mayor producción de conidios fueron 

TCCH8 y TCCH9 con 1.5x107 y 7.5x106 conidios, respectivamente. La cepa con 

menor producción de conidios fue TCCH7 con 3.7x106 conidios. A esta temperatura, 

la producción de conidios en medio SDA + E.L. disminuyó con relación a la 

producción obtenida a 25°C. Esta disminución estuvo en el rango de 76.2 al 94.7%, 

donde la cepa menos afectada por la temperatura fue TCCH8. Reducción en la 

producción de conidios, al pasar de 25 a 30 °C, también fue reportada por 

Gerónimo- Torres et al. (2016) para aislamientos nativos de B. bassiana. En esta 

investigación, los aislamientos que se sometieron a 35 °C, no presentaron CM ni 

PdC, lo cual concuerda también con Gerónimo- Torres et al. (2016) quienes 

reportaron la inhibición del crecimiento y producción de conidios de aislamientos de 

B. bassiana a 35°C. Por lo anterior el rango de temperatura para esporulación de 

cepas nativas de M. brunneum fue de 25 a 30 °C; sin embargo, la temperatura 

óptima fue 25 °C. 

Tabla 5. Tiempo de germinación del 90% de los conidios (TG90) de Metarhizium brunneum, 

evaluados a 25, 30 y 35°C. 

 TG90 (h) 

Cepas 25   30   35 

  Media  RV   Media     RV   Media RV 

TCCH2 10,7 10.34-11.41   9,5 9.38-9.78   27,7 21.68-64.62 

TCCH5 10,5 10.03-11.29   12,3 11.87-12.94   14,6 14.47-14.88 

TCCH7 9,7 9.59-9.96   10,9 10.53-11.62   15,6 15.46-15.97 

TCCH8 10,9 10.30-12.11   10,9 10.44-11.57   16,1 15.76-16.77 

TCCH9 9,6 9.12-10.38   10,0  9.85-10.34   17,4 16.99-18.07 
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6.4. Caracterización cultural 

 

Producción de conidios en arroz. Hubo diferencias significativas (F = 8.42 

P > 0.0004) en la producción de conidios en arroz (Tabla 6). Las cepas que 

mostraron mayor producción de conidios fueron TCCH5, TCCH7 y TCCH8 con 

2.03x108, 2.04x108 y 2.01x108 esporas/g de arroz, respectivamente. El aislamiento 

con menor producción de conidios en arroz fue TCCH9. De acuerdo con García et 

al. (2015), la PdC es un factor relevante para el éxito del control biológico con 

hongos entomopatógenos. Por otro lado, las cepas que presentaron mayor PdC en 

arroz no fueron los que mostraron mayor PdC en medio ADS + EL. De acuerdo con 

Cova et al. (2009), el arroz es el sustrato más empleado para la reproducción 

hongos entomopatógenos a nivel comercial. 

 

6.5. Caracterización patogénica 

Diferencias significativas (F = 5.72 P > 0.0053) se encontraron en la 

efectividad de los aislamientos de M. brunneum sobre A. tripterus. Todos los 

aislamientos mostraron patogenicidad sobre A. tripterus. Los aislamientos que 

ocasionaron el mayor porcentaje de mortalidad fueron TCCH5, TCCH7 y TCCH8, 

sin diferencias significativas entre ellos (figura 8) sin embargo, los valores más altos 

de mortalidad se obtuvieron con los aislamientos TCCH5 y TCCH8, con valores de 

96.4 y 89.7 %, a los 8 d después de la inoculación. El aislamiento que causó la 

menor mortalidad fue TCCH2 con el 72.2%. Estos resultados concuerdan con 

Resquín-Romero et al. (2020), quienes evaluaron aislamientos de M. brunneum 

sobre la chinche Euschistus heros (Hemiptera: Pentatomidae); estos autores 

reportaron mortalidad del 83.3 al 100% sobre ninfas y adultos, a los 8 d después de 

la inoculación. Aislamientos de M. brunneum también han causado mortalidad sobre 

otras especies de insectos, tales como Bactrocera oleae (Diptera: Tephritidae) (60 

% de mortalidad a los 8.8 d) y Agriotes spp. (44.2 % de mortalidad a los 44.6 d) 

(Yousef et al. 2013; Razinger et al. 2018). Por otro lado, aislamientos de M. 

anisopliae también han mostrado efectividad sobre las chinches Nezara viridula y 
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Dichelops melacanthus (Hemíptera: Pentatomidae) (100% de efectividad 8 a 10 

días) (Abdel-Raheem et al. 2011; Groth et al. 2017).   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 8. Efectividad porcentual de los aislamientos nativos de M. brunneum sobre 

adultos A. tripterus. 

 

 

De acuerdo con Barrios et al. (2016), para la obtención de hongos 

entomopatógenos útiles como bioplagicidas es necesario seleccionar las cepas mas 

promisorias, que puedan ejercer una regulación importante de la plaga de interés. 

Para ello, diversos atributos de los aislamientos han sido utilizados, tales como la 

virulencia, la producción de inóculo, el crecimiento, la esporulación y la tolerancia a 

condiciones ambientales adversas (García et al. 2015). Con base en lo anterior, en 

esta investigación, los aislamientos más promisorios fueron TCCH5 y TCCH9. 

Diferentes estudios han demostrado la eficiencia de aislados nativos de hongos 

entomopatógenos sobre plagas en condiciones locales (Hernández-Trejo et al. 

2019; Clifton et al. 2019). 
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VII. CONCLUSIONES 
 
 

En el presente estudio se confirmó a la especie M. brunneum como agente 

causal de la muscardina verde sobre A. tripterus en plantaciones de cacao de 

Tabasco, México. Los cinco fungicos evaluados mostraron patogenicidad sobre A. 

tripterus. Todos los aislamientos de M. brunneum presentaron variabilidad en el 

desarrollo micelial, VG, PdC y patogenicidad. Los aislamientos nativos de M 

brunneum presentaron un rango de temperatura favorable de 25-30 °C. Con base a 

las características evaluadas, los aislamientos más promisorios como agentes de 

control de A. tripterus fueron TCCH5 y TCCH9. 
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 Resumen de la Tesis: 

Con la finalidad de identificar y seleccionar aislamientos nativos de 

Metarhizium sp para el contro de la chinche negra del cacao 

(Antiteuchus tripterus) en Tabasco, Mexico, se aislaron cinco cepas 

fúngicas de las cuales se caracterizaron conforme a variables 

morfológicas, moleculares, fisiológicas y patogénicas. El 

crecimiento micelial, la germinación y la producción de conidios en 
medio SDA se evaluaron a 25, 30 y 35. Ademas se evalio la 

producción de conidios en arroz a 25ºC. Los aislamientos se 

edificaron como M. brunneum. Todos los aislamientos de M. 

brunneum mostraron variabilidad intraespecífica en cuanto a 

desarrollo micelial, velocidad de germinación, producción conidial 
y patogenicidad. Hubo diferencias (P < 0.0085) en el crecimiento 

micelial a 25ºC. No hubo crecimiento micelial a 35ºC. El rango de 

temperatura favorable para los aislamientos nativos de M. brunneum 

fue de 25-30ºC. por otro lado hubo diferencias significativas en la 

producción de conidios en arroz (P < 0.0004.) El tiempo requerido 

para la germinación del 50% de conidios (TG50 varió de 7.8 a 21.9 

h, el TG90 vario de 9.5 a 27.7 h. los cinco aislamientos fúngicos 

evaluados mostraron efectividad patogénica sobre A. tripterus 
fueron TCCH5 y TCCH9. Este trabajo reporta a M. brunneum como 

el causante muscardina verde de A. tripterus en Tabasco, México. 

La variabilidad intraespecífica en las características evaluadas 

muestra la importancia de la caracterización de aislamientos 

nativos, además revela el potencial de M. brunneum para el 

desarrollo de bionsecticidas contra A. tripterus   
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